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1 Uvod

Ceska republika patii k zemim snejvétsi zatézi nadorového onemocnéni. K celkové
umrtnosti populace pfispiva umrtnost na rakovinu 26,5%. Nejvétsi podil imrti na rakovinu
ve srovnani S jinymi pric¢inami smrti je registrovany ve vékové skupiné 50 — 64 let. Muzska
populace se s vyskytem rakoviny celosvétoveé umistila na 7. misté a na 18. misté v umrtnosti,
zenské populace zaujima celosvétove 15. misto ve vyskytu rakoviny a 36. misto V umrtnosti.
V roce 2007 bylo 71 757 novych ptipadi vyskytu vsech typt rakovin, ve stejném roce bylo
zaznamenano 27 359 umrti. NiZe uvedené typy rakoviny jsou ty nejéastdjsi v Ceské
republice, ¢iselné udaje ptipadt vyskytu onemocnéni jsou zaznamenany z roku 2007. U
muzl: rakovina prostaty (5 094), rakovina tlustého stfeva (4 638), téméf stejné¢ Casta je i
rakovina plic (4 630). U zen: rakovina prsu (6 500), rakovina tlustého stieva (3 188),
rakovina délohy (1 771) a rakovina plic (1 762). Rostouci trend vyskytu rakoviny lze obecné
pricist Siroce znamym rizikovym faktortim, jako je demografické starnuti v Ceské republice
a zivotni styl. Dal§i nartst vyskytu rakoviny lze ocekévat i do budoucna vzhledem
k demografické struktufe a starnuti ¢eské populace (Dusek a kol., 2010).

Ackoli uvadim informace znasi zemé, nadorové onemocnéni je velice zavazny

problém na globalni urovni.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Nadorové bujeni

Pieméné¢ normalni bunky Vv buniku nadorovou se fikd nddorovéd transformace. Podstatou
transformace je pfeména neboli mutace urcitych gend (protoonkogent) v onkogeny (Fakan,
2005).

Pfreménéné bunky se zacinaji piekotné délit a vymknou se kontrole ristu, vznika
skupina nadorovych bun¢k, kterou organismus casto nedovede eliminovat, a kterd prenasi
ziskané zmény do dalSich bunécnych generaci. V nadorovych buiikdch tedy dojde ke
zménam v genomu, a tim i k odliSné produkci proteinti (Bartova, 2007).

Autonomni povaha nddorovych onemocnéni zajistuje, Ze nador roste bez ohledu na
sveého nositele, nebot’ se vymyka z kontrolnich mechanismi, které tidi riist normalnich tkani.
Nédor je prakticky ireverzibilni zména tkan¢, vznikly nddor se uz nemuize preménit na

zdravou tkan (Macak a Macakova, 2004).

2.1.1 Pri¢iny vzniku nadori

Na vznik nadortt m4 vliv mnoho faktort a fada z nich jesté ani neni zndma. Faktory, které se
podileji na vzniku nadordl, jsou nasledujici. Chemické latky (karcinogeny) vyvolavajici
nadorové bujeni jsou hlavné latky odvozené z dehtu, aromatické uhlovodiky, vinylchlorid
(pouziva se k vyrobé plastl), aflatoxin (mykotoxin produkovany fadou plisni) a cigaretovy
kouf. Rovnéz se sem tadi chronické pozivani alkoholu, které zvySuje pravdépodobnost
vzniku karcinomu hltanu a jicnu, zpasobuje cirhézu jater, na jejimz podkladé muze
vzniknout karcinom jater. Tomu se fik4 nepfima indukce nadoru. Fyzikalni vlivy, pfedevS§im
rentgenové zafeni a obecné zéfeni s kratkou vinovou délkou, prokazatelné zplisobuji vznik
nadorového onemocnéni. Znamy piipad je leukémie obyvatel v HiroSimé¢ a Nagasaki, tedy
oblasti, kde po vybuchu atomovych bomb pusobilo silné ionizujici zaifeni. Rovnéz slune¢ni
ultrafialové zafeni vede k zvySenému vyskytu koznich nadora. Viry byly prokazany jako
pti¢iny zhoubného bujeni u zvifat, u lidi mohou vyvolat nadory v interakci s jinymi faktory.
Nejznamé;jsi je Epstein — Baar virus (plivodce infekéni mononukledzy). V centralni Africe se
podili na vzniku lymfoblastického lymfomu obli¢ejovych kosti, byl rovnéz prokazan u
nékterych T — lymfomu. Papilomaviry, spolu sherpes viry, jsou pii¢inou karcinomu

délozniho ¢ipku. Pacienti s onemocnénim AIDS trpi ve zvySené mife lymfomy, jednd se
2



pravdépodobné o nepiimy vliv viru HIV. Hormony mohou také piispét ke vzniku nadort,
napiiklad poruchy hormondlni rovnovahy estrogenu u Zen se davaji do souvislosti
s karcinomy prsu, dé¢lohy a vajecniki. Dédi¢nost se v dnesni dobé¢ jevi jako méné vyznamny
faktor. V nékterych rodinach je urcitda dédicnd nachylnost k vzniku rakoviny. Do této
kategorie se fadi 1 nékteré dédicné choroby, ze kterych se nddor miize vyvinout. Prikladem
toho je polypdza, tedy cCetné polypy tlustého stfeva, které mnohdy vedou ke karcinomu.
Dietetické faktory vykazuji, ze jsou rozdily v kvalité potravy, zptisobu jejiho zpracovani a
soucasn¢ ve vyskytu malignich nador v riznych oblastech svéta. V Japonsku kuptikladu
pfevazuji karcinomy zaludku a jater, v USA jsou to karcinomy tlustého stfeva a prostaty.
Mimo jiné to ukazuje, ze dietetické faktory hraji vétsi roli nez faktory genetické ¢i rasové
(Macak a Macakova, 2004).

Vék je dalsi faktor. Jednim z mala jednozna¢nych faktli ohledné rakoviny je, ze
s vékem souvisi organoveé specificky vyskyt nadord. Vétsina vyskytu nadort v zavislosti na
véku muze byt rozdélena do tii hlavnich tfid — zdrodecné (neuroblastom), nadory pievazné
mladistvych (n€které leukémie) a nadory souvisejici s vys§im ve€kem (karcinom prostaty,
kize a jiné) (Franks a Teich, 1997).

2.1.2 Vznik nadoru

Vznik nadorti neboli kancerogeneze je vice fazovy proces. Plsobeni mutacnich faktord
nevede bezprostiedné ke vzniku nadoru, ale vyvolava sérii zmén v buikach. Nejcastéji
probihaji tyto zmény na urovni DNA. Prvotni zmény v buitkdch mohou pietrvavat pomérné
znac¢nou dobu skryté, mnoho pozménénych bunék dal neporoste ¢i poroste jen velmi pomalu.
Nasledné procesy mohou byt zpisobeny bud’ ptimo karcinogeny anebo jinymi faktory, které
samy o sobé nevyvolavaji tvorbu nadoru v tkani, ale po pisobeni karcinogenu
pravdépodobnost vzniku nadoru zvySuji, jako jsou naptiklad ristové faktory. Tyto stimuly
plsobi na buiiky, které ale mohou byt stéle citlivé i na rist inhibujici faktory, takze vysledek
zavisi na poméru téchto faktori a na rozsahu zmén v transformovanych bunkéch. Cely sled
udalosti v nadorotvorném procesu je téméf jisté dusledkem zmén gent (Franks a Teich,
1997).

Protoonkogeny jsou normdlni geny, které ovliviiuji rust a diferenciaci bunék.
Nartstajici odchylky v DNA je mohou pieménit v onkogeny, a to nasledn¢ vede k nadorové
transformaci bunky. To miZzeme byt zptisobeno nejen karcinogeny, ale i virovou transdukei,

bodovou mutaci, translokaci ¢i genovou amplifikaci (Macak a Macakova, 2004).



Vzhledem k vyvojové povaze rakoviny je mozna prekvapive, ze na vznik nadorové
bunky jsou tfeba tfi Zivotni etapy buniky. Mira mutaci je odhadnuta na jednu za 2%107
bunécéného déleni. Vzhledem k tomu, Ze existuje asi 10 cilovych bunék u primérného
dospélého Cloveka s nesCetnym mnozstvim potencialnich cilovych gent zapojenych do
regulace expanze bungk, a ze Sance dalSich mutaci jsou znacné zvysSené klondlnim rstem
téchto bunck nesoucich pocateni poskozeni, musi existovat vysoce uc¢inné vrozené bariéry

rakoviny (Khan a Pelengaris, 2006).

2.1.2.1 Tumor supresorové geny

Porucha protoonkogentl je pouze prvni nutnou podminkou onkogeneze, druhou je porucha
Vv systému gend, které se oznacuji jako tumor supresorové geny (antionkogeny). Jejich
produkty jsou proteiny podilejici se na kontrole bunééného rtistu a diferenciace. Ztrata jejich
funkce piimo zodpovida za zménény fenotyp nadorové buinky. Za nejvyznamnéjsi
antionkogen je povazovan p53. Hlavni funkci proteinu p53 je kontrola pribehu bunééného
cyklu regulaci replikace a transkripce DNA. P53 se vaZze na specifické sekvence DNA a
plsobi jako transaktivator vSech genii nesoucich specifické vazebné sekvence. PoSkozeni
DNA vede k akumulaci proteinu p53. Po vazb¢é na regulacni sekvence stimuluji expresi
gent, které zastavuji bunéény cyklus v pozdni G; fazi nebo vyvolaji apoptozu. Defekty genu
pro p53 vytvareji nefunk¢éni protein neschopny blokovat bunéény cyklus. Abnormdlni gen
pro p53 byl prokazan u vice nez poloviny ptipadd vétSiny typa rakovinného bujeni (Krejsek

a Kopecky, 2004).



Z Obr. 1 Ize vycist, jakymi zpisoby dochazi k Spatné funkci p53 a k vzniku

rakoviny.

Mechanism of inactivating p53 Typical tumours Effect of inactivation
Amino-acid-changing Colon, breast, lung, bladder, | Prevents p53 from binding
mutation in the DNA- brain, pancreas, stomach, to specific DNA sequences and
binding domain oesophagus and many others | activating the adjacent genes
Deletion of the carboxy- Occasional tumours Prevents the formation
terminal domain at many different sites of tetramers of p53
Multiplication of the : Extra MDM2 stimulates
MDM2 gene in the genome Sarcomas, brain the degradation of p53
Products of viral oncogenes bind to
Viral infection Cenvix, liver, lymphomas and inactivate p53 in the cell, in some
cases stimulating p53 degradation
: f Breast, brain, lung and Failure to inhibit MDM2
Dfﬁ‘,{,?" of the others, expecially when and keep p53
P gens p53 itself is not mutated degradation under control
Mislocalization of p53 to the Breast, neuroblastomas Lack of p53 function (p53
cytoplasm, outside the nucleus functions only in the nucleus)

Obr. 1: Porucha p53 a vznik rakoviny (Vogelstein a kol., 2000)

2.1.3 Vlastnosti a déleni nadora

I pfes svou rozdilnost sdileji nddory nékolik zékladnich vlastnosti. Riizné typy rakoviny
projevuji tyto vlastnosti v riizné miie. Mimo to mohou byt tyto vlastnosti ziskany postupné a
projevuji se vriznych fazich béhem postupu rakoviny. Kombinace nekontrolovatelné
proliferace bun¢k, zmén diferenciace, metabolismu a invazivity je jedine¢na a definuje
zhoubné bujeni (Schulz, 2005).

S biologickymi vlastnostmi souvisi zakladni rozdéleni nadorti — nezhoubné (benigni)
a zhoubné (maligni) (Macak a Macékova, 2004)

Benigni nadory se obvykle podobaji tkani, ze které vznikaji, ale nemusi v tom byt
zapojené vsechny casti tkané a buinky mohou nebo nemusi byt v normalnim stavu. Benigni
nadory vznikaji ve vétsiné tkani, zvétSuji jejich velikost, ale nejsou invazivni. Obvykle jsou
odd¢€leny od zdravych bunék obalem pojivové tkan€é. Nezhoubné nddory sice neinvaduji do
okolni tkan¢, ale pokracovanim ristu mohou poskodit zdravé buiiky a zpisobit ztratu jejich
normalni funkce nebo tla¢it na nervovou tkan. Ackoli jsou tedy tyto nadory samy o sobé

nezhoubné, mohou zpusobit zna¢né poruchy (Franks a Teich, 1997). Jelikoz jsou benigni



nadory dobfe ohrani¢ené, daji se obvykle pomémé snadno odstranit. Dulezité je, Ze
neovliviiuji celkovy stav pacienta (Bartova, 2007).

Maligni nadory vykazuji dva charakteristické znaky - buné¢nou abnormalitu
(dyskarioza) a metastazovani do okolni tkané. Standartni bunécna kritéria zahrnuji lokalni
zvySeni pocCtu bunck (s tim souvisi zvySeni mitotické aktivity), ztrdtu normalniho
regulacniho uspotadani bunék. Jednozna¢ny dikaz zhoubného bujeni je invaze do okolnich
tkani. Ve vétsin¢€ piipadu je to snadno rozpoznatelné poté, co nadorové bunky znic¢i a nahradi
normalni tkan. Nadorové bunky mohou vtrhnout do krevniho fecist¢ nebo lymfatickych cév,
krvi ¢i lymfou jsou neseny do vzdalenych c¢asti téla, kde zakladaji sekundarni nadory
(metastazy). Tento typ Sifeni je typicky pro maligni nadory. Jednd se 0 nejvétsi problém
béhem 1é¢by, i kdyZz primarni nddor, ktery zhstava v ptivodnim misté vzniku, miize byt
obvykle chirurgicky odstranén nebo zniCen radia¢ni terapii. Zhoubné nadory nemaji jasné
definovany obal a nadorové buiilky rostou v mnohem vice neorganizované forme, nez byva u
nezhoubnych nadorti. Uvedena kritéria plati stejné pro vSechny maligni nadory bez ohledu
na jejich tkanovy ptvod (Franks a Teich, 1997).

Khodnoceni nadorti je dtlezitd jejich typizace, to znamena podle histologické
struktury, stupen jejich diferenciace a stupen pokrocilosti. K uréeni stupné pokrocilosti se
pouziva Ciselné vyjadieni TNM systému, kde T znamena tumor, N znamend nodus
lymphaticus, tedy postiZzeni regionalnich uzlin metastazemi, M znamena metastazy. Cim vic
je nador dediferencovanéjsi a nezralejsi, tim je 1 maligné;si (Bartova, 2007).

Z histologického hlediska se naddory rozdéluji podle ptivodu vzniku. Mnohdy je vSak
obtizné stanovit tkan nebo bunky, z kterych nadory vychazeji (Macak a Macakova, 2004).

Podle plGvodu vzniku se zékladni skupiny nadorid rozdéluji na mezenchymové,
epitelové, z nervové tkdné a ostatni. Mezenchymové nadory vychdzeji z pojivové tkané,
tukové tkané, svaloviny, cév, krvetvornych tkéani. Patii sem benigni fibrom, lipom,
chondrom, osteom, leiomyom, rhabdomyom a angiom, maligni forma se nazyva sarkom.
Epitelové nadory maji dva benigni typy, a to papilom (z povrchového epitelu) a adenom (ze
zlazového epitelu). Karcinomy jsou maligni epitelové nadory, metastazuji hlavné
lymfatickou cestou a sekundérni loziska nejdiive zakladaji v regiondlnich miznich uzlinéach.
Rovnéz zde jsou rozpoznavany dva typy, z povrchového epitelu dlazdicovy karcinom a ze
zlazového epitelu adenokarcinom. Nadory z nervové tkan¢é vychézeji jednak z gangliovych
bun¢k (maligni neuroblastom a neurilemom) a jednak z podptirnych bunék (benigni gliomy,
maligni glioblastomy). Do nadort z nervové tkané se rovnéz fadi benigni pigmentové névy a

maligni melanom. Ostatni nddory zahrnuji teratomy, coz jsou nadory vychézejici ze vSech tii



zarodeCnych listli, a proto obsahuji tkan& jak mezenchymové, tak epitelové a nervové.
Choriokarcinom je maligni nador vyskytujici se u t¢hotnych Zen a charakteristicky tim, Ze

vychazi z tkan¢ plodu, konkrétné placenty (Bartova, 2007).

2.1.4 Tvorba sekundarnich nadoru — metastaz

Primarni nadory jsou zodpovédné pouze za asi 10% umrti. Zbyvajicich ptiblizn¢ 90% tmrti
pfipadd na nadorova loziska vznikld daleko od mista pivodniho nadoru, tedy metastazy
(Weinberg, 2014).

Tvorba metastdz je aktivni vicestupfiovy proces. Zalezi na interakci hostitele
snadorem, zalozené na rovnovaze exprese genu, které aktivuji a inhibuji invazivnost
nadorovych bunék. Aby se nadorova burika stala buiikou schopnou tvofit metastazy, musi se
odpojit od plivodniho mista vzniku, ziskat schopnost penetrovat do krevniho ¢i lymfatického
feCiste, migrovat do vzdalenych mist a zalozit dalsi kolonii nadorovych bunék, mit schopnost
na novém misté¢ vyvolat angiogenezi, coz je tvorba krevnich kapilar, ktera zaruci vyzivu
téchto bunck. Pro kazdy zuvedenych krokii je nutnd zména ve funkci kontrolnich gent,
které v normalnich bunikach zarucuji, Ze ziistavaji na patficném misté. Pouze jedna nddorova
burika ma malou $anci obsadit vzdalené organy, ale shluky nadorovych bun¢k a interakce s
krevnimi bunikami, které obali ty nadorové, vytvari vEétsi atvar, a ten se spiSe dostane do
vzdalenych mist a vytvaii druhotnd loziska. Metastazy mohou pochazet z jedné buiiky,
mohou byt také zdrojem dalSich metastdz a mohou i vzniknout n€kolik let po odstranéni
primarniho nadoru. OvSem ne vSechny bunky v nadoru jsou schopné ziskat vlastnosti
nezbytné pro metastdzy, jejichz vlastni buiiky jsou opét heterogenni a pouze ¢ast z nich ma
invazivni schopnost (Altaner, 2008).

Zatimco nador roste a proristd epitelem, nadorové buiky jsou postupné k sob¢ a
k sousednim zdravym epitelovym buiikdam méné prilnavé. Podkladové stroma se aktivuje a
muze dojit k zdnétu. Bazdlni membrana, kterd odd¢luje epitel od mezenchymalni pojivové
tkang, je casteCné nebo Uplné znicena. Nador pokracuje v rastu do pojivove tkané. Jednotlivé
buiikky nebo malé skupiny se oddéli a migruji do tkané. Invaze nadorovymi bunkami do
stromatu je doprovazena zménénou genovou aktivitou v bunikach stromatu, pri¢emz nekteré
zmény podporuji a jiné inhibuji invazi. Typ stromalni reakce mulze byt jeden
nastavd, kdyz rostouci nebo migrujici nadorova buiikka pronikne do krevniho nebo

lymfatického fecisté. Jako v predchozich ptipadech k tomu muize dojit proristanim nadoru



skrz cévu nebo vtlatenim jednotlivé nadorové bunky do cévy. Nadorové bunky, které
pronikly do cév, se mohou teoreticky rozsifit do jakékoli ¢asti téla. KdyZ naddorové bunky
vstoupi do lymfatickych cév, jsou pfepravovany do lymfatickych uzlin, kde nakonec
proniknou hlavni lymfatickou cévou a nakonec vstoupi do krve touto cestou. Nicméné jsou
vétsi nez normalni krevni bunky a nejsou dobie upravené pro preziti v Krvi. Preziti v krvi az
dosahnuti vzdalené tkdn¢ muze byt limitujici faktor pro metastdzy. Pro vytvofeni metastaz
musi nadorové bunky vystoupit z cévniho ob¢hu. Nejcastéji se to uskuteCni v organech
S mikrokapilarnim systémem, jako jsou jatra, plice, ledviny a kosti. Vzhledem ke své
velikosti uviznou nadorové bunky v kapildrach. To neni dostacujici, ale staci to na vznik
mikrometastaz. V novém prostfedi se nddorové buiiky musi znovu pfipojit k tkdni, ptezit a
nasledné se rozristat v mikrometastazi, coz miize byt po mnoho let necinna faze. Toto je
povazovano jako nejmén¢ efektivni krok béhem celého procesu. Poslednim krokem vzniku
metastaz je narGst mikrometastaz v aktivné rostouci nadory. To vyzaduje vytvoieni
dostate¢ného ptisunu zivin, coz zajist'uje proces angiogeneze (Schulz, 2005).

Rizné druhy nadort zakladaji metastazy v riznych orgdnech. Misto vzniku metastaz
je urceno kombinaci dvou faktord, a to lokalizaci nadoru a vlastnosti jeho bunck. Umisténi
primarniho nadoru a nejblizsi organ, do kterého krevni cestou migruji nadorové bunky, je
obvykle nejpravdépodobnéjsim mistem vzniku sekunddrnich nédort. Pfikladem mulze byt
uvedeno, ze nddory hlavy a krku metastazuji preferenné do plic, nejbliz§i mizni uzliny jsou
zase nejcastéjSim mistem metastaz nadort prsu, odtud se zaroven mohou §ifit do dalSich
organtl. Jako druhy faktor uvadéna specificnost bun¢k urcuje selektivni rlist na vybraném
misté. Receptory nadorovych bun€k urcuji misto zaklddani druhotnych lozisek. O misté
spolurozhoduji vhodné vlastnosti daného prostfedi, dostupnost specifickych rlstovych

faktorti pro danou buiiku a vhodnost extracelularni matrix (Altaner, 2008).



Nadorova invaze a vznik metastaz je znazornén na Obr. 2.

Intraepithelial Growth

4 N

; . Strome
Angiogenesis RiEOmA

Activation
N 4

INVASION

Intravasation

Spread by

Lymph or Continued
Blood Laal
C
Extravasation Growth
Micrometastasis
Formation

Angiogenesis

/ \ Stroma
Activation
\ /

Metastasis Growth

Obr. 2: Invaze a rist metastaz (Schulz, 2005)

2.1.5 Melanom

Melanom je maligni nddor melanoblastii, coz jsou nezralé melanocyty. Patii mezi

neuroektodermové nadory (Macak a Macakova, 2004).

Béhem vyvoje prekurzory melanocytl migruji z neurdlni liSty do bazéalni vrstvy

pokozky. Melanocyty syntetizuji z tyrosinu pigment melanin. Enzymy biosyntézy melaninu,

jako jsou tyrozindzy, jsou exprimovany pouze v téchto buiikdch. Nerozpustny pigment je

pfenasen do obklopujicich epidermalnich keratinocytti, kde je ulozen. Diferenciace

keratinocytll transportuje melanin do hornich vrstev kiize, kde absorbuje viditelné¢ a UV

zafeni a chrani kozni bunky (Schulz, 2005).

Velké vétSina melanomi vzniké praveé v souvislosti se slunecnim zafenim. Nadory se

tak Casto nachézeji na hlavé, krku a koncetinach, jsou zndmé rovnéz lokalizace pod nehty.
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Ne&které névy byvaji rizikovym faktorem pro zvrat v maligni bujeni, melanomy ale mohou
vznikat 1 ,,de novo®, to znamend na kizi bez névu. Kviili pigmentu melaninu bavaji nadory 1
metastazy Cerné barvy, vyskytuji se ovSem i amelanotické melanomy, ty tvofi je malo
pigmentu nebo vibec zadny (Macak a Macakova, 2004).

Vétsinou se tedy u melanomt jedna o kozni 1éze, ale v mensi mife se melanom muze
vyskytnout také v oku, kréni sliznici, oblasti kone¢niku a Zenskych genitalii. Melanom muze

metastazovat do jakéhokoli organu, lymfatickych uzlin i kosti (Khan a Pelengaris, 2006).

2.1.5.1 MySi melanom B16 — F10

Mysi modely melanomu maji pocatky v 90. letech, kdy melanomové nadory spontanné
vznikaly v inbrednich mysich kmenech. Tyto spontinni melanomy, z nichZ nejznaméjsi je
patrné B16, byly transplantovany do kongennich mysi, rovnéz mohly byt kultivovany a
zkoumany in vitro. Pravé tento uzitek udélal z téchto modeld hlavni prostiedek zkoumani
biologie melanomu (Damsky a Bosenberg, 2010).

Jak jiz bylo zminéno, nejznamé;jsi a také Siroce pouzivany je spontanni melanom B16
odvozeny od C57BL/6 mysi. Tento model je charakteristicky podkoZznim rdstem a
metastazovanim do plic. Aplikace nadorovych bunék se provadi subkutanné ¢i intravendzné
(do ocasni zily). Varianta B16-F10 je velmi agresivni a metastazuje z primarniho
podkozniho loziska do plic stejn¢ dobfte, jako po intravendzni aplikaci. Vyznacuje se rovnéz
nizkou expresi MHC I molekul, jevi se to jako znak normalnich C57BL/6 melanocytt, ktery
je zachovan i po transformaci na melanom. Jednd se o nizko imunogenni nador, je také
relativné odolny vici 1é¢bé s vysokymi davkami IL — 2. Divod této nizké imunogenicity je
stale neznamy, ackoli nizka exprese MHC I nabizi jeden typ vysvétleni (Overwijk a Restifo,
2001).

2.1.6 Pankreaticky adenokarcinom

Jednd se o velmi agresivni formu rakoviny s velmi Spatnou prognézou. Celkové pétileté
preziti je 6%. Median pieziti se pohybuje v rozmezi téméf dvou let u pacientd s lokdlnim a
odstranitelnym nadorem, u pacientl s pokrocilej§i metastazujici chorobou je to uz pouze
neékolik mésicti. Nanestésti je drtiva vétSina pacient v pokrocilejSim stadiu neoperovatelna,
pouze zhruba 20% z nich ma onemocnéni lokalizované tak, ze je pfistupné chirurgickému

zasahu (Brosens a kol., 2015).
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Vétsina nadort vznika v hlavé slinivky. Charakteristickym znakem karcinomu je
tvorba hustého stromatu oznaCovaného jako desmoplastickd reakce. Pankreatické
hvézdicovité bunky (myofibroblasty) hraji v tomto procesu rozhodujici roli. Pti aktivaci
rustovymi faktory, jako je TGF-Bl1 a od desticek odvozeny ristovy faktor PDGF a
fibroblastovy rastovy faktor, mohou zptsobit 1éze Cili prekurzory rakoviny (Hidalgo, 2010).

Invazivni forma rakoviny se vyviji zdobfe ohrani¢enych neinvazivnich
prekurzorovych 1ézi. NejcastéjSim prekurzorem rakoviny je mikroskopickd pankreaticka
intraepitelidlni neoplazie (PANIN). Kromé toho existuji jako prekurzory jeste dveé
makroskopicky rozeznatelné cystické 1éze — intraduktalni papilarni mucinézni nador (IPMN)
a mucindzni cystické novotvary (MCN). Uvedené prekurzorové 1éze poskytuji ptilezitost pro

véasnou detekci a 1é€bu (Brosens a kol., 2015).
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Na Obr. 3 jsou histologické fezy 1ézi pankreatického adenokarcinomu.

Obr. 3: Prekurzorové 1éze pankreatického adenokarcinomu (A — nizky stupen pankreatické
intraepitelialni neoplazie, B — intraduktudlni papilarni mucinozni ndador, C — duktalni
metaplazie v oblasti laliickové atrofie, SipKy oznacuji atypické léze, D — léze s atypickymi
burnkami a typickou reakci stromatu) (Esposito a kol., 2014)

Rakovina slinivky bfisni je vysledkem usp&Sného nahromadéni mutaci nékolika genti
a je sloZzena znékolika rGznych elementii, vcetné¢ pankreatickych rakovinnych bunék,
kmenovych bun€k a nadorového stroma. Neddvné analyzy naznacuji, Ze zrald rakovinna
bunka slinivky nese v priméru 64 genetickych zmén na rakovinu, tyto zmény mohou byt
seskupeny do 12 zdkladnich signalizacnich drah. To naznacuje genetickou slozitost a
ruznorodost této rakoviny, takze U¢inna 1écba se bude muset zamétit na nékolik cilu (s
kombinovanymi rezimy) a mize vyzadovat individualni terapii (Hidalgo, 2010). Karcinom
slinivky se vyznacuje mnoha chromozomovymi abnormalitami, fadou ztrdt a zvySenym

poctem segmentii DNA a mnoha mutacemi gentl. Geny, které nejcastéji a opakované mutuji
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(KRAS, GNAS, p53, CDKN2A/P16, SMAD4, ATM, BRCA2 a RNF43), jsou zaroven

nejcastéj$im terapeutickym cilem (Brosens a kol., 2015).

2.1.6.1 MySsi Panc02

Jako model pro pankreaticky adenokarcinom je dostupnych jen malo bunécnych linii. Buniky
Panc02, odvozené od C57BL/6 mysi, na které se pouzil 3-metyl-cholantren, byly popsany uz
pted tficeti lety. Navzdory svému Sirokému vyuZiti pfi vyhodnocovani rtiznych strategickych
terapii, Panc02 buniky nemaji silny klinicky vyznam pro karcinom slinivky kvuli absenci
muta¢nich zmén ve srovnani s lidskou formou choroby. V dasledku toho je uspéch pii 16¢bé
na tomto modelu omezeny (Torres a kol., 2013).

V posledni dobé se na potiebu dalSich linii nddorovych bunék reagovalo tim, Ze se
vytvorily nadorové bunky izolované z geneticky modifikovanych mysi C57BL/6 nebo
smiSenych B6/129. Nicméné buniky odvozené ze smiSené¢ho genetického pozadi vyzaduji
vyhodnoceni histokompatibility piijimajicich mySi. Bunécna linie 6606PDA je syngenni
K mySimu kmeni C57BL/6J, byla prvné popsana vroce 2011. Tato linie vytvari vice
diferencovany zlazovy adenokarcinom neZz buiky Panc02, po vneseni do hlavy slinivky

(Zechner a kol., 2015).

2.2 Imunitni systém

Imunitni systém je soucésti soustavy regula¢nich mechanismi mnohobunécnych zivoc€ichi.
K témto mechanismiim patii i nervovy a endokrinni systém. Regulacni mechanismy jsou
spolu tizce funkéné spjaty, vzajemné spolu komunikuji a spolupracuji. Ulohou imunitniho
systému je rozpoznani a eliminace vSeho cizorodého, vysledkem je udrzeni integrity a
identity organismu. Imunitu mizeme rozdé€lit na nespecifickou a specifickou. (Litzman a

kol., 2001).

2.2.1 Nespecificka imunita

Nespecifickd imunita je vyvojové starSi typ imunity. Pfedpokladem pro vyvoj vrozené
imunity byla schopnost rozli§it mezi vlastnimi strukturami a mezi strukturami

mikroorganismt. Buniky nespecifické imunity jsou pro to vybaveny skupinou specifickych
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receptorti, které jsou na rozdil od receptort specifické imunity zakdédovany v zarodecné
DNA. Zakladni strategii vrozené imunity neni identifikovat kazdou cizi strukturu, jeji
bunécné receptory se soustiedi na nékolik vysoce konzervovanych struktur, které jsou
pritomny na rozsahlych skupinach mikroorganismii. Tyto struktury se oznacuji jako
S patogenem asociované molekulové vzory (PAMPS). Identifikace PAMPS zajisti prakticky
okamzitou imunitni reakci, oproti specifické imunit€¢ nemusi efektorovym funkcim
piedchazet bunécnd proliferace. Receptory nespecifické imunity jsou exprimovany na fadé¢
efektorovych bunck, predev§im na makrofazich a dendritickych builkach, mohou se vsak
vyskytovat i na B lymfocytech. Bunky pfirozené imunity jsou schopny rozpoznavat i
molekulové vzory endogenniho piivodu vznikajici v téle (Krejsek a Kopecky, 2004).
Bunécné elementy vrozené imunity schopné fagocytdzy, tedy pohlceni cizorodych
¢astic, mizeme rozdélit na dvé skupiny. Do prvni skupiny patii bunky, jejichz hlavnim
ukolem je pohltit cizorodé struktury, zpracovat je a prezentovat T lymfocytim specifické
imunity. Tyto buniky se nazyvaji antigen prezentujici buniky a fadi se sem pifedevs§im
dendritické bunky a makrofagy. Druhd skupina zahrnuje hlavné efektorové buiky,
granulocyty. Zatimco antigen prezentujici buniky jsou dlouho zijici, efektorové bunky maji
kratkou dobu zivota a musi tak byt neustidle dopliiovany diferenciaci prekurzor
V krvetvornych organech. K dal$im bunéénym elementim nespecifické imunity patii zirné
bunky, nachéazeji se predevsim v kompartmentech, kde je velkd pravdépodobnost praniku
patogent, jako v kiizi, sliznicich a podél cévniho Fedisté. Zirné buiiky jsou typické svymi
granulemi, ve kterych se nachazi biologicky aktivni latky. V piipadé priniku patogenu do
téla dochazi k degranulaci téchto bun¢k a vytvaii se podminky nutné pro rozvoj obranné
zanétoveé reakce. Dalsi bunécnou populaci jsou pfirozeni zabijeci neboli NK buiiky, jejichz
hlavni fyziologickou ulohou je cytotoxicka aktivita vi¢i virem infikovanym buikam a
nadorovym bunkam. Do vrozené imunity jsou také zatazeny humoralni slozky, jmenovité

komplementovy systém a interferonovy systém (Krejsek a Kopecky, 2004).

2.2.1.1 Toll-like receptory (TLRs)

Toll-like receptory patii mezi takzvané pattern recognition receptors (PRRS), tedy receptory
rozeznavajici S patogenem asociované molekulové vzory, Cili vySe zminéné PAMPs, ke

kterym se tadi lipopolysacharidy, peptidoglukany, manan, ale 1 nukleové kyseliny a dalsi. Je

14



klasifikovano 10 typu lidskych TLRs a 13 typt mysich TLRs, pficemz TLRs 1 — 9 jsou
spole¢né jak pro mysi, tak pro lidi (Thompson a kol., 2011).

Toll-like receptory jsou lokalizovany na povrchu bunék vrozeného imunitniho
systému nebo v intracelularnich kompartmentech, jako jsou endozomy. Ty receptory, které
se nachédzeji na plasmatické membrané, jsou obvykle specifické pro rozpoznavani
hydrofobnich lipidl a proteinil, zatimco receptory v endozomech detekuji nukleové kyseliny
(Thompson a kol., 2011; Takeda a Akira, 2005).

TLRs rozpoznavani vede k expresi gent, jako jsou prozanéctlivé cytokiny a
kostimulaéni faktory. Toho je dosazeno aktivovanim cytoplazmatické signalni drahy
prostfednictvim struktury Toll-like receptort. VSechny Toll-like receptory sdileji spole¢nou
strukturu skladajici se z extraceluldrnich repetic bohatych na leucin a cytoplazmaticky
Toll/IL-1 receptor (TIR). Jsou dvé zakladni drahy aktivace TLRs. Toll-like receptory mohou
vyuzivat aktivaci prostiednictvim adaptorového myeloidniho diferencia¢niho 88 (MyD 88)
genu primarni odpovédi nebo aktivaci pfes TRIF (TIR doména obsahujici adaptér
vyvolavajici tvorbu IFNp). Jak jiz bylo zminéno, aktivace signalnich drah vede Kk tvorbé
prozanétlivych cytokini. Podstatnym krokem je fagocytoza, ktera spousti degradaci
patogent a naslednou prezentaci antigenniho peptidu (Thompson a kol., 2011; Takeda a
Akira, 2005).
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Na Obr. 4 jsou zobrazeny TLRs signalni drahy.
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Obr. 4: TLRs signalni drahy (Takeda a Akira, 2005)

2.2.2 Specificka imunita

Specificka nebo také ziskana imunita vyzaduje nezbytnou kooperaci s vrozenou imunitou.
Ziskané imunita se vyskytuje pouze u obratlovci, poprvé se objevila v nejjednodussi podobé
u chrupavc¢itych ryb (Krejsek a Kopecky, 2004).

Specifickd imunita je charakterizovana presnym urenim obrovské diverzity
cizorodych antigent (latky schopné vyvolat vznik a rozvoj specifické imunity) a
imunologickou paméti, coz je schopnost mnohem rychlejsi a €innéj$i imunitni reakce po
opakovaném setkani s antigenem. Nevyhodou specifické imunity je jeji pomalost, primarni
odpovéd’ se rozviji béhem nékolika dnti. Buiikami specifické imunity jsou T a B lymfocyty.
Pro oba typy bun€k je charakteristické, Ze maji na svém povrchu receptor rozpoznavajici
urcity antigen. Pfitom plati, Ze jedna konkrétni buiika je naprogramovana pouze na reakci
S jednim antigenem. Fakt, Ze imunitni systém je schopen reagovat na celé spektrum antigenti
(vice nez desitek milionll), je dana tim, Ze se jednotlivé lymfocyty liSi povrchovym

receptorem pro antigeny. Pfi setkani lymfocytu s antigenem, k némuz ma receptor, dochazi
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k aktivaci bunky. Nestaci vSak pouhd vazba s antigenem, je nutny dalsi stimulacni signal,
ktery napfiklad zajiStuji antigen prezentujici buiky. Aktivace se projevi bunécnou
proliferaci, vznikaji klony bunék zaméfenych proti antigenu, ktery se setkal s ptivodnim
lymfocytem. Cést pomnozenych bungk se méni ve sva koneéna vyvojova stadia s omezenou
zivotnosti, v ptipadé¢ B lymfocyti se vyvijeji plazmatické buiiky produkujici protilatky a T
lymfocyty se diferencuji na pomocné T lymfocyty (Th) nebo cytotoxické T lymfocyty (Tc),
druha ¢ast bun€k preziva v organismu jako pamétové bunky, které pti opakovaném setkani
se svym antigenem zodpovidaji za rychlou sekundarni imunitni reakci (Litzman a kol.,

2001).

2.2.3 Imunitni systém a nadorové bujeni

Imunitni reakce na nadorové burky je posledni obrana organismu proti nddorovému bujeni.
Epidemiologické tdaje vykazuji, Ze znacné ¢ast umrti lidské populace pfipadd na zhoubné
novotvary, neni to ale zplisobeno nedostate¢nosti protinadorové imunity. Akumulace
genetickych poruch v genomu bunky, coz je podkladem pro rakovinné bujeni, je nejveétsi u
starnouciho organismu, kterému se zaroven snizuje funkce imunitniho systému (Krejsek a

Kopecky 2004).

2.2.3.1 Tumorové antigeny

Nadorové antigeny jsou peptidové molekuly prezentované T lymfocytim MHC molekulami.
Tyto peptidy se mohou stat cili tumor specifickych T bun€k, protoze nejsou exprimované na
povrchu normalnich bunék. Celkem se rozliSuje Sest tfid nadorovych antigent. Do prvni
skupiny patfi vyhradné¢ nadorové specifické antigeny. Tyto antigeny jsou vysledkem
bodovych mutaci nebo preskupeni genli. Muze to vyvolat T bunécnou odpovéd bud’
vznikem nové vazby peptidu s MHC I molekulami nebo vytvofenim nového epitopu pro T
bunky modifikaci peptidu, ktery uz vaze MHC I molekuly. Druha tiida se sestava z proteina
koédovanych geny, které jsou normalné pouze v muzskych zarodecnych buiikach, které
neexprimuji MHC molekuly, a tudiz nemohou prezentovat peptidy téchto molekul T
lymfocytim. Nadorové buniky ale vykazuji rozsifené abnormality genové exprese zahrnujici
aktivaci téchto genii, a tim padem prezentaci jejich proteint T buitkam, tudiz jsou tyto
proteiny vysoce nadoroveé specifické. Tieti kategorie tumorovych antigenti zahrnuje

diferenciované antigeny koédované geny exprimovanymi pouze v uréitych typech tkani.
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Nejlepsim piikladem jsou bunky melanomu, jejichZ antigeny jsou proteiny zahrnuté v tvorbé
cerné¢ho pigmentu melaninu. Do ¢tvrté skupiny se fadi antigeny, které jsou exprimovany
daleko vic v nadorovych buiikach nez v jejich zdravych protéjskach. Piikladem mize byt
HER — 2/neu, coz je receptor tyrosine kinazy homologni receptoru pro epidermalni ristovy
faktor. Nadory s témito antigeny jsou siln€ napadany cytotoxickymi T lymfocyty, ale nejsou
schopny tyto tumory znicit. Pata kategorie nddorovych antigenli exprimuji molekuly, které
vykazuji abnormalni posttransla¢ni modifikace. Sesté t¥ida jsou proteiny kodované virovymi

onkogeny. Tyto proteiny mohou mit kritickou roli v onkogenezi (Janeway a kol., 2005).

2.2.3.2 Cytokiny a nadory

Cytokiny jsou produkovany bunkami imunitniho systému a predstavuji dilezitou slozkou
bunééné komunikace mnohobunéénych organismi. Spole¢né s hormony a neurotransmitery
koordinuji interakce mezi buiikami, zejména v kratkém rozsahu. Cytokiny maji hlavni roli
Vv ptipravé imunitni odpovédi, kde funguji jako slozita, piekryvajici se, ale ptisné regulovana
sit’. Termin cytokiny zahrnuje vic nez sto kratkodobé plisobicich, prechodné produkovanych
polypeptidu, jako jsou interleukiny (ILs), interferony (IFNs), tumor necrosis faktory (TNFs),
kolonie stimulujici faktory (CSFs), ristové faktory, chemokiny a dalsi (Franks a Teich,
1997).

Cytokiny v mnoha ohledech ovliviiuji nadorové bunky, vcetné jejich proliferace,
zivotnosti, exprese povrchovych antigeni a mezibunééné interakce. Navic v souvislosti
Snadory ovlivituji lokdlni rovnovédhu Zivin, systémovy metabolismus a imunitni stav
organismu. K poruseni rovnovahy cytokinti dochazi zejména u nadoru, které maji poSkozené
ligandy nebo receptory cytokint. Kromé toho bylo mnoho slozek cytokinovych drah

identifikovano jako protoonkogeny nebo tumor supresorové geny (Franks a Teich, 1997).

2.2.3.3 Imunitni odpovéd’ na nadorové bujeni

Uginnou slozkou v protinddorové imunité neni pouze specifickd imunita, nebot’ rozhodujici
pro jeji rozvoj je vrozenda imunita. Nadorové bunky vytvafeji vtéle oblasti
s nefyziologickym mikroprostfedim, které je napiiklad charakterizovano hypoxii, coz spolu
s dalsimi faktory vede k nekrotickym procesum. Dochazi tak k zanétlivé reakci a k aktivaci
bunék nespecifické imunity, hlavné dendritickych bunék a makrofaga, které zpracovavaji

nadorové antigeny a prezentuji je v kontextu I. nebo II. tfidy MHC molekul T lymfocytam.
18



Antigenni fragmenty vazané na molekuly MHC poskytuji T lymfocytim prvni aktivacni
signal, ktery musi byt nezbytné doplnén o druhy kostimula¢ni signal, ten je zajistén interakci
mezi antigen prezentujici buitkou a T lymfocytem (interakce kostimulacnich molekul
s CD28 receptorem). Na vyvoj imunitni odpovédi pak ma vliv i optimalni interakci mezi
antigenem a T lymfocytem v optimalnim cytokinovém prostiedi. Pouze pak se mohou T
lymfocyty aktivovat a klonalné expandovat (Krejsek a Kopecky, 2004).

Rozhodujici soucasti protinadorové imunity jsou NK bunky. Jsou schopné
identifikovat nadorové buiiky pomoci molekulové velmi rozmanitych membranovych
receptord, které poskytuji cytotoxické butice aktivacni nebo naopak inhibicni signaly. Podle
ptislusného vyhodnoceni bud’ dojde k spusténi lytickych mechanismii vedoucich k usmrceni
nadorové buiky, nebo nadorovd buinika unikne. NejvyznamnéjSim kritériem pfi
vyhodnocovani je absence molekul MHC 1. tfidy, ktera je béZna pro nadorové burnky a vede
K spusténi cytotoxické aktivit¢ NK bun¢k (Krejsek a Kopecky, 2004).

Vyznamnou soucasti imunitni reakce na nador je také interferonovy systém.
Interferony jsou diileZitou soucasti predevsim nespecifické imunity. Nadorové buiiky a jejich
produkty stimuluji bufiky imunitniho systému, ale i dal§i jaderné bunky k produkci
interferonti. Vétsina jadernych bunék tvofi interferony a, B, ®, IFNy je produkovan pouze Th
lymfocyty po jejich antigenni stimulaci. Prostiednictvim IFNy dochazi k zesilené expresi
molekul MHC 1. tfidy na povrchu nadorovych bunék, které se tak stavaji citlivéjsim
k nadorové specifickym cytotoxickym T lymfocytim. Dochazi rovnéz k GéinngjSimu
zpracovani a nasledné prezentaci nddorovych antigent, zvySovani celkové zanétové aktivity
a zvySovani aktivity makrofag vedouci k tvorbé prozanétlivych cytokint. Uginkem IFNy
rovnéz ve zvySené mife dozravaji dendritické builky a stdvaji se nejucinngjSimi antigen
prezentujicimi bunikami (Krejsek a Kopecky, 2004).

Na Obr. 5 je znazornéno pusobeni Tc lymfocytli na nadorové bunky. Tc bunky se

pomoci T bunééného receptoru (oznaceny cervené) vazou na cilové buiikky. Béhem 40 minut

se pusobenim cytotoxickych granul zacinaji nadorové burnky rozpadat.

Obr. 5: Uginek cytotoxickych T lymfocyti (Weinberg, 2014)
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2.2.3.4 Mechanismy uniku

Ackoli imunitni systém dokéaze piislusSn€é reagovat na nadorové burky, cetnost umrti
v diisledku rakoviny naznacuje, Zze imunitni odpovéd’ na nador ¢asto neni efektivni. Plisobeni
protinadorové imunity vyvolava selekci nadorovych bunék, takZe vysledni mutanti jsou
schopni uniknout imunitnimu systému. Jedna z téchto tinikovych strategii zahrnuje ztratu
nebo naopak ziskani proteini nadorovych bunck, které zabrafiuji rozpoznani a aktivaci
imunitnich bun¢k (Owen a kol., 2013).

Poruchy ve zpracovani a prezentaci antigenti jsou b&zné unikové mechanismy
nadort. Muze to zahrnovat mutace vedouci k sekreci TSA, poruchy pienasect spojenych se
zpracovanim antigenti (TAP) nebo p — mikroglobulinem a necitlivost k IFNy. VSechny tyto
typy mutaci vedou k poklesu exprese molekul MHC 1. tfidy nadorovych antigent a
k blokovani rozpoznani Tc lymfocyty. NK buniky by mély rozpoznavat burniky s nedostatkem
molekul MHC I, nicméné snizena exprese ligandi, které vazi aktivaéni receptor NK bunék,
také béZzna mezi nadory, tak umozituje nddorovym bunkam se vyhnout zprostiedkovanému
zabiti NK burikami (Owen a kol., 2013).

Exprese zmutovanych nebo chybéjicich receptorii pro signal apoptozy vytvaii u
nadorid odolnost k témto signalim programované smrti. Spole¢né se snizenou expresi MHC |
molekul to ptedstavuje lep$i mutace potiebné k pteziti transformovanych bun¢k (Owen a
kol., 2013).

Néadory maji nizkou imunogenicitu a nedostatek kostimula¢nich molekul. Bez
dostate¢ného poctu antigen prezentujicich bunc¢k v bezprostiednim okoli nadorG a malo
stimulatori pro aktivaci téchto bunék, pfislusné T buniky mohou pfijmout pouze CasteCny

aktivacni signal, coz vede k anergii a imunitni toleranci (Owen a kol., 2013).
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2.3 Diagnostika a lécba rakoviny

2.3.1 Stanoveni diagndzy

Stanovit spravnou diagnostiku znamena provést fadu vySetieni.

Vcasné odhaleni: Ackoli metody zobrazovani a histopatologie jsou stale

sofistikovangjsi, jsou omezeny velikosti nadoru. Hlavnim pfislibem pro detekci
nadort v ¢asnych stadiich je molekularni diagnostika, ktera je pouzivana i v oblasti

prevence a screeningu (Schulz, 2005).

Detekce predispozice: Molekularni diagnostika se pouziva rovnéz k identifikaci

populaci srizikem vyskytu rakoviny. Definice rizika vyplyvajici ze zdédéné

mutace je pro molekularni diagnostiku unikatni (Schulz, 2005).

Nédorové stadium, klasifikace a diferencialni diagnéza: Jedna se o testy proteinti a

nukleovych kyselin v té€lnich tekutindch a tkanovych vzorcich. Spoléhd se na
zobrazovaci techniky a histopatologii. Histopatologie stidle vice vyuziva
molekularni markery na RNA a DNA urovni, RNA-in-situ hybridizaci pro detekci
specifickych mRNA nebo fluorescence-in-situ  hybridizaci pro detekci
chromozomalnich aberaci. Jak bude probihat dal$i vyvoj nadoru, pomaha zjistit
imunohistochemie, kdy se pomoci barveni histologickych preparatd detekuje
specificka latka, v praxi to znamenad hlavné prokazovani cytokeratini a CD
antigenll. Metoda imunohistochemie znateln€ vylepsuje diferencialni diagnozu. Pro
klasifikaci nadoru se v mnoha ptipadech pouzivaji protilaitky. Mohou pomoci
naptiklad pfi meéteni proliferativni frakce nadoru nebo k zjisténi neporusenosti
bazalni membrany oddélujici nador in situ od podkladové pojivové tkané. Tyto
metody pomahaji urcit, jak se zhruba nadory budou dale chovat, a tedy jaka bude
progndza pacienta, na zaklad¢ ¢ehoz se pak vybira nejvhodnéjsi 1écba (Schulz,

2005).

Subklasifikace naddort: V nékterych ptipadech, zejména u hematologickych nadort,

molekularni analyza prokazala, ze choroba, kterd se podle morfologickych kritérii
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zdéla byt uniformni, mize byt ve skutecnosti jesté dale délena. Jiné ptipady, jako
rakovina ledvin a prsu, ukazuji, ze existuji rtizné podtiidy onemocnéni, které
vyzaduji rizné 1écebné postupy. Dalsi situace jsou, Zze nékteré typy rakoviny jsou
morfologicky a molekularné¢ podobné, ale jejich dalsi vyvoj zavisi na specifickych
molekularnich zménach. Napiiklad mutace proteinu Tp53 miZe znamenat horsi
prognézu nékolika typl rakoviny, véetné nefroblastomu a rakoviny mocového

méchyte (Schulz, 2005).

Predikce reakce na konkrétni terapii: Terapie se stile vice zaméfuje na specifické

molekularni zmény, které jsou pritomné v podtiidé rakovin jednoho histologického
typu, takze molekularni diagnostika musi nutné urcit, ktera rakovina vyjadiuje ty
které cile pro specifickou terapii. To posiluje trend individudlni 1é¢by rakoviny

(Schulz, 2005).

2.3.2 Moznosti lécby

Tradi¢ni metody v 1é€bé rakoviny zahrnuji chirurgicky zakrok, chemoterapii, radioterapii a

jejich kombinace. Vyznamny pokrok pii 1é¢bé nddort uvedenymi metodami je vSak maly,

napiiklad ve Spojenych stitech americkych bylo vroce 1970 7% pacientli, kterym byla

diagnostikovéana rakovina plic, nazivu i po péti letech, o tiicet let pozdéji se toto Cislo zvysilo

pouze na 14% pacientll. Za zvySenym poctem vyléCenych pacientl stoji predev§im vc€asna

diagnoza (Weinberg, 2014).

Diagnostikované nadory spadaji do tii tfid:

e Indolentni nadory s nizkym invazivnim a metastatickym potencialem,
které se béhem Zzivota pacienta neméni (Weinberg, 2014).

e Nadory s invazivnim potencialem, ale s moznosti v€asné 1€cby, nez
dojde k zakladani sekundarnich lozisek (Weinberg, 2014).

e Vysoce agresivni nadory s vysokou pravdépodobnosti vniku metastaz,

a4

2014).
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Podle povahy nadoru se zvoli nejvhodné&;jsi zpiisob 1écby:

Chirurgicka 1é¢ba — operativni zakrok zpravidla odstrani nadorové lozisko a

prilehlou tkan, ktera Casto zahrnuje i okolni lymfatické uzliny. Vyjmuta
zhoubna tkan je patologicky vySetfena, coz poskytne informace o povaze
nadoru a v zavislosti na tom zvoleni dalSiho pfislusného 1écebného kroku

(Franks a Teich, 1997).

Radioterapie — se pomalu zacala vyvijet v pocatcich 20. stoleti. Uziva se
v kombinaci s chirurgickou 1é¢bou, zafeni se aplikuje na tésnou blizkost
operovan¢ho okoli. Vypaleni tkdné zabranuje recidivé rakoviny. Zakladem
systétmové radioterapie je vyuziti radioaktivnich izotopli podavanych
intravenozn¢ jako slozky farmaceutického Iéku nebo spojenych
s monoklonalnimi protilatkami. Casto se pouzivéa, kdyz nador nebo jeho &ést
nelze snadno operativné odstranit nebo kdyz se rakovinné bunky S$ifi

organismem (Weinberg, 2014).

Chemoterapie — se jako 1é¢ebna metoda zavedla po 2. svétové valce. Vyzkum
vroce 1942 na univerzité Yale odhalil, Ze intraven6zni davky yperitu vedly
k regresi lymfomu. Chemoterapie se pouziva jako doplikova 1écba
k chirurgickému zakroku. Cytostatika nici stejné proliferujici nadorové bunky
jako ty zdravé, proto se 1écba chemoterapii provadi v pulsech po urcitych
casovych usecich, aby se zdrava tkan stihla zregenerovat. Aby se snizila
moznost vzniku rezistence nadorovych bunék na cytostatika, pouziva se
kombinace 1¢kti s odlisSnymi a vzajemn¢ se dopliiujicimi zplsoby usmrceni
bunky, jako jsou antimetabolity, alkyla¢ni ¢inidla a antagonisté mikrotubuld.
Kromé¢ jejich ucinkti na snizeni ¢i odstranéni nadorti maji nékteré cytotoxické
latky mutagenni UCinky, nasledkem ¢ehoz muize v dalSich letech propuknout

zhoubné bujeni znovu (Weinberg, 2014).
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2.3.2.1 Imunoterapie

Nadorova imunoterapie je v sou¢asné dob¢ na vzestupu. Biologickd terapie, ktera se u nas
chéape jako targetovana terapie, to sice vSechno zahrnuje, ale napt. hormonalni terapie neni
imunoterapie.

Lécebné manipulace s imunitnim systémem se rozdé€luji na pasivni a aktivni a na
specifické a nespecifické. Prozatim je nejCastéji vyuzivana aktivni nespecifickd modulace,
kdy se aplikuji biotechnologicky pfipravené cytokiny. Nejbéznéji se pouziva rekombinantni
IFN a, podstatné méné se vyuziva IFN vy. Interferony se vétSinou aplikuji subkutanné, kromé
nich se pouzivaji i interleukiny, zejména IL-2. Vysledky této 1écby jsou vSak rozporuplné
vzhledem ke komplexnimu pisobeni cytokini. LepSi vysledky vykazuje takzvana
chemoimunoterapie, pii které se stfida aplikace cytostatik s modulaci imunitniho systému
pomoci rekombinantnich cytokind. Prestoze cytostatika negativné ovliviluji bunky
imunitniho systému, vyznamné redukuji nadory a aplikovani rekombinantnich cytokinli ve
vhodném odstupu aktivuje imunitni systém, ktery nasledn¢ miize eliminovat rezidualni
nadorové buiky (Krejsek a Kopecky, 2004).

Adoptivni imunoterapie je dal§i aktivni nespecifickd metoda. Princip spociva
vV mimotélni aktivaci mononukledrnich leukocytti z periferni krve. Aktivace vede ke vzniku
LAK bun¢k (lymfokiny aktivovani zabijeci). Jsou-li aktivovany buiiky imunitniho systému,
které infiltruji tumory nebo bunky z ascitické tekutiny nemocnych s metastatickym
postizenim, jedna se o TIL buiiky (tumor infiltrujici lymfocyty). Po aplikaci téchto suspenzi
je indukovana aktivni protinadorova imunitni odpoveéd’ prostrednictvim dendritickych bunék.
Bunky LAK a TIL se podavaji lokdln¢ 1 intravenézné s dodateCnym pouzitim
rekombinantnich cytokinii (Krejsek a Kopecky, 2004).

Z pasivnich specifickych metod je nejvyznamné;jsi pouziti monoklonalnich protilatek.
Vyrazné zvysuji specifi¢nost terapie, nebot’ jsou mifené na antigeny, které jsou exprimované
pouze na nadorovych bunkéich. Vazba monoklondlnich protilditek na nadorové builky
vyvolava apoptozu, zaroven aktivuje komplement a ADCC (na protilatkach zavislou
bunécnou cytotoxicitu) (Krejsek a Kopecky, 2004).

Vakcinace nadorovymi antigeny predstavuje soucasny vrchol aktivni specifické
terapie. V pocatcich byly pouzivany nadorové buiky usmrcené ionizujicim zafenim, dnes
jsou pouzivany pln¢ definované antigenni peptidy odpovidajici imunodominantnim castem
konkrétnich nadorovych antigenii. Musi byt vSak zachovan princip MHC restrikce, tedy fakt,
ze odpovéd’ na konkrétni antigenni fragmenty je mozné ocekavat pouze u osob nesoucich

odpovidajici molekuly MHC 1. tfidy. Pfidani adjuvans k nadorovym antigenim vysledky
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jesté vylepsilo. Adjuvans plisobi na slozky pfirozené imunity, které prezentuji specifické
imunité nadorové antigeny navazané na MHC molekuly. Za adjuvans se obvykle pouzivaji
latky mikrobialniho puvodu, jako inkompletni Freundovo adjuvans nebo CpG
oligonukleotidy mikrobialniho piivodu (Krejsek a Kopecky, 2004).

Jeden znov¢jsich imunomodulaénich zasahi je aplikace manipulovanych
dendritickych bunek. Prekurzory dendritickych bun¢k jsou v in vitro podminkach vystaveny
pusobeni IL-4, GM-CSF, pfipadn¢ dalSich cytokini, a stavaji se tak plné
imunokompetentnimi dendritickymi buiitkami. Nasledn¢ jsou tyto nezralé dendritické bunky
inkubovany s nadorovymi antigeny a pak pomoci LPS a POLY (I:C) je vyvolana jejich
maturace. Dendritické buniky jsou nasledné aplikovany pacientim s nadorovym
onemocnénim (Krejsek a Kopecky, 2004).

Imunoterapie vede K pozitivni klinické odezvé, a to piedev§im diky moznosti co
nejvice individualizovaného pftistupu k jednotlivym pacientim. Stinnou strankou je, ze se
jednd o technicky mimofadné narocné postupy, a tim padem o drahé léebné metody
(Krejsek a Kopecky, 2004).

Pozornost naSeho tymu, vedeného RNDr. Janem Zenkou, CSc., je soustfedéna na
vrozenou imunitu. Vrozend imunita ma veliky potencial, pouze neutrofilti se v lidském téle
vytvaii denng 10, JelikoZ jsou nadorové buiiky zmutované buiiky vlastniho organismu,
imunitni systém a zejména mechanismy vrozené imunity na né tézko cili. Z tohoto divodu
na nadorové bunky vazeme rtizné molekuly, které jsou bézné soucasti hub a bakterii, jako je
naptiklad polysacharid manan. Jakmile jsou nadorové buiiky takto oznacené, je pro imunitni
systém vyrazn€ snazsi jejich naslednd likvidace. Nase terapie je zalozena na synergii TLR
agonistll, ktefi vyvolaji v nddoru zanétlivou infiltraci, a na nador navazanych ligandd,

stimulujicich fagocytarni likvidaci nddorovych bunék (kotveny manan).

2.3.2.1.1Nadorova imunoterapie pomoci vybranych imunomodula¢nich
latek

TLR agonisté

Po navazani TLR agonistl na pfislusny TLR receptor dochézi k aktivaci urcitych signalnich

drah. V této praci byly pouzity nasledujici TLR agonisté:
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e Resiquimod (R-848) — Jednd se o molekulu se silnymi protivirovymi a
protinadorovymi uc¢inky. U lidi je to agonista TLR7/8, u mysi jde o agonistu TLR7.
Aktivaci dochazi k produkci cytokint a regulaci IFNy (Meyer a kol., 2013).

e Polyinosinicka-polycitidylickd kyselina (POLY I:C) — Je synteticky vyrobena
slou€enina a agonista TLR3, signalni drdha mimo jiné aktivuje prozanétlivé cytokiny

(Liu a kol., 2012).

e Lipoteichova kyselina (LTA) — Soucast bunééné stény vétSiny gram-pozitivnich
bakterii. LTA se fadi k agonistim TLR2. Zahajenim imunitni reakce dochazi
K produkci prozanétlivych mediatorti a aktivaci systému komplementu (Ginsburg,

2002).

Manan

Manan je polysacharid tvofeny jednotkami manodzy. Manan je rozpoznavam imunitnim
systémem pomoci dvou receptord, témi jsou mandzovy receptor (MR) a lektin vazajici
manodzu (MBL). MBL, lektin, rozpoznava jednotlivé PAMPs, vaze se na né, ¢imz napomaha
aktivaci kaskady komplementu a funguje jako opsonin pro fagocytézu (Takahashi a
Ezekowitz, 2005).

MR, vyskytujici se na makrofazich ¢i dendritickych bunikach, na sebe vaze patogeny
diky tomu, Ze rozpozndva mandzové zbytky na povrchu bakterii ¢i virt. Napomaha tyto
mikroorganismy fagocytovat, podili se rovnéZ na prezentaci antigenu a intracelularni

signalizaci (Crespo a kol., 2011).

LL-8
Pii likvidaci nadorovych bunék jsme rovnéz testovali LL-8, jakoZto jeden zmnoha

kationickych antimikrobidlnich peptidt (CAPs). Dilezita vlastnost CAPs vychazi z prevazné

pozitivniho naboje danych peptidl, ktery reaguje s vyrazné zadpornym ndbojem membran
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bakterii. CAPs vytvofenim otvorti v bakteriich navozuje jejich bunéénou smrt (Dolezilkova a
kol., 2011).
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3 Cile prace

Studium vyznamu stimulace fagocytézy pro ucCinek nadorové
imunoterapie zaloZené na mechanismech vrozené imunity na modelu

B16-F10.
Studium antimetastatického ucinku nddorové imunoterapie zalozené
na synergii TLR agonistl se stimulaci fagocytdzy (model pankreaticky

adenokarcinom Panc02).

In vitro studium u¢inku makrofagh na buiky pankreatického

adenokarcinomu linie Panc02.

28



4 Material

4.1 Chemikalie

e RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, USA)

e D-MEM (Sigma-Aldrich, USA)

e Fetal Calf Serum (FCS) (Sigma-Aldrich, USA)
e Biocompatible Anchor for cell Membrane (BAM) (NOF Corporation, USA)
e Manan (Sigma-Aldrich, USA)

e Lipopolysacharid (LPS) (Sigma-Aldrich, USA)
e R-848 (Tocris Bioscience, UK)

e POLY I:.C (Sigma-Aldrich, USA)

e LTA (Sigma-Aldrich, USA)

e LL-8 (Schafer-N, Dadnsko)

e Trypanova modi (Sigma-Aldrich, USA)

e Trypsin (Sigma-Aldrich, USA)

4.2 Laboratorni zvirata

Pokusy in vivo byly provadény na samicich mysi linie C57BL/6N z chovu Charles River
Laboratories, starych 8 tydnii a s vdhou vrozmezi 18 — 20 g. Mysi byly chovany pfi

fotoperiod¢ 12/12 hodin S neomezenym pfistupem ke sterilni vod¢ a krmivu.

4.3 Nadorové bunécéné linie

V pokusech byly pouzity nadorové buitky mysiho pankreatického adenokarcinomu Panc02
(dar prof. Partecke, University of Greifswald) kultivované v D-MEM s10% FCS a 1 %
antibiotik a 1 % glutaminu, a nadorové buiiky mysiho melanomu B16-F10 (dar prof. Rihové,
MBU Praha) kultivované v RPMI 1640 s10% FCS, spole¢né¢ s 1 % antibiotik, 1 %
glutaminu a 0,1 % merkaptoetanu pii teploté 37°C v atmosféfe nasycené vodnimi parami s

koncentraci 5% CO.,.
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4.4 Linie makrofagi

Béhem experimentti byly pouzity buitkky PMJ2R, coz je linie peritonealnich makrofaga, tedy
makrofagli pobtisnice. Makrofagy byly dodany od American Type Culture Collection,
(ATCC, Manassas, VA). Kultivace probihala v RPMI s 10% FCS a antibiotiky pfi teploté

37°C v atmosféfe nasycené vodnimi parami s koncentraci 5% COs.
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5 Metody

5.1 Priprava melanomovych bunék B16-F10

Pro odstranéni kultiva¢niho média byly buiiky tfikrat proplachnuty sterilnim PBS. Nasledné
byla provedena trypsinizace (0,02% trypsin a 0,02 EDTA v PBS), ktera probihala po dobu 5
minut v termostatu pii teploté 37°C. K ukondeni trypsinizace se pouZilo malé mnoZstvi
média RPMI 1640 s10% FCS, bunky byly nasledné¢ rozvolnény. Bunky byly dale
centrifugovany po dobu 10 minut pfi teploté 4°C a pretizeni 150G. Po centrifugaci bylo
médium vylito a k bunkam v peletu bylo ptidano médium RPMI 1640 bez séra na objem 3
ml. Bunky se rozvolnily a do zkumavky bylo napipetovano 30 ul této suspenze a 30 pl
trypanové modii. Obarvené mrtvé bunky byly nasledné spocitany v Biirkerové komtrce a

ptipadné roziedény na pozadovanou koncentraci.

5.2 Priprava nadorovych bunék Panc02

Pro odstranéni kultivaéniho média byly bunky tfikrat proplachnuty sterilnim PBS. Nasledné
byla provedena trypsinizace (0,02% trypsin a 0,02 EDTA v PBS), ktera probihala po dobu 5
minut v termostatu pii teploté 37°C. K ukonleni trypsinizace se pouZilo malé mnoZzstvi
média D-MEM s10% FCS, buiiky byly nasledné rozvolnény. Buniky byly dale
centrifugovany po dobu 10 minut pii teploté 4°C a pietizeni 150G. Po centrifugaci bylo
médium vylito a k bunkam v peletu bylo pfidano médium D-MEM bez séra na objem 3 ml.
Buiiky se rozvolnily a do zkumavky bylo napipetovano 30 pl této suspenze a 30 pl trypanové
modii. Obarvené mrtvé buiky byly nasledné spocitany v Biirkerové komirce a ptipadné

roziedény na pozadovanou koncentraci.

5.3 Priprava PMJ2R

Po opatrném odstranéni kultivaéniho média bylo k makrofagim pfilito malé mnozstvi

média, v kterém byly buiiky rozvolnény, a poté se médium doplnilo na ptivodni objem.
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5.4 Priprava manan-BAM

Roztok mananu byl redukovan kyanoborohydridem sodnym pii pH 7,5 a 50° C, a to po

pét dnii v prostiedi obsahujici octan amonny. Vznikly roztok byl dialyzovan pii 4°C proti
PBS pfes noc (dialyzaéni membrany MWCO 3500, Serva, Némecko).

Nasledovalo navazani kotvy BAM na aminoskupinu mananu. Jeden konec molekuly BAM
je tvofen hydrofobnim fetézcem kyseliny olejové. Tak je umoznéno kotveni do
cytoplasmatické membrany nadorové bunky. Opacny konec je hydrofilni s obsahem
polyethylenglykolu a navazuji se na néj terapeutické latky. Na tomto konci je umisténa 1

amino skupina, pomoci kter¢ je zajisténo ptipojeni ligandd. (Kato a kol., 2004).

5.5 Priprava Resiquimodu.HCI

Priprava Resiquimodu probéhla smichanim R-848 s ekvivalentem 3,5% HCI. Kyselina
chlorovodikova se na Resiquimod vaze z toho diivodu, Ze zvySuje rozpustnost R-848 ve

vode.

5.6 Transplantace melanomovych bunék B16-F10

Pted transplantaci byly mysi oholeny na pravém boku, aby byl nador patrnéj$i. Subkutanné

se transplantovalo 400 000 bunék B16-F10 v 0,1 ml RPMI 1640 bez séra.

5.7 Transplantace pankreatickych bunék Panc(2

Pro snadnéjsi detekci naddoru byly pted transplantaci mysi rovnéz oholeny na pravém boku.
Z divodu narocnosti provedeni mySim nebyly buiiky Panc02 transplantovany do slinivky
bfisni, ale jako v ptfipadé bun¢k B16-F10 byly transplantovany subkutanng, a to 500 000
bunék Panc02 v 0,1 ml D-MEM bez séra.
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5.8 Méreni velikosti nadoru

Velikost nddoru se méfila béhem terapie jednou za dva dny. K méteni nadort slouzil kaliper.
Nameétené rozméry poslouzily ke stanoveni objemu nador pomoci vzorce V = 7 /6 AB?, v

némz A odpovida délce nadoru a B jeho vysce.

5.9 Vypocet vyskytu metastaz

U in vivo pokusu s nadorovymi buitkami Panc02 byl sledovan vyskyt metastaz. Prevalence
metastdz se poté spocitala nasledujicim zplsobem: pocet mysi stejné skupiny

S metastazami/pocet mysi ve skupiné.

5.10 Statistické vyhodnoceni

Statistické vyhodnoceni vysledkd bylo provedeno pomoci programti MO Excel a Statistica
12. V grafu byla pouzita stfedni chyba priméru (SEM).

5.11Pokus €. 1: Srovnani nadorové imunoterapie zaloZena na
synergii TLR agonistt se stimulaci fagocytozy s terapii
kombinujici TLR agonisty s kationickym antimikrobialnim
peptidem

Experiment byl provadén na 36 samicich C57BL/6N. MySim bylo subkutanné
transplantovano 400 000 bun¢k B16-F10. 12. den po transplantaci byly mysi rozdéleny do 6
skupin (A, B, C, D, E, F) po 6 mysich chovanych jednotlivé. Ve stejny den (den 0) se
zmétily nadory a zahdjila se terapie ve dnech 0, 1, 2, 8, 9, 10. U vSech skupin se obden
méfila velikost nadort. V ptipade€, Ze se v tentyz den meéfila velikost nadord a zaroven se

aplikovala terapeutika, byla nejdiive zméfena velikost nadora.
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Schéma davkovani:
e Skupina A — 6X intratumoralni aplikace 50 pl smési o slozeni 0,5 mg
R-848.HCI + 0,5 mg POLY I:.C + 0,5 mg LTA + 14,1 mg LL-8/ml
PBS

e Skupina B — 6x intratumoralni aplikace 50 ul roztokul4,1 mg LL-8/ml
PBS

e Skupina C — 6x intratumoralni aplikace 50 pl 0,2 mM manan-BAM
v PBS

e Skupina D — 6x intratumoralni aplikace 50 pl smési o slozeni 0,5 mg
R-848.HCI + 0,5 mg POLY I:C + 0,5 mg LTA/ml PBS

e Skupina E — 6x intratumoralni aplikace 50 pl smési o slozeni 0,5 mg
R-848.HCI + 0,5 mg POLY I:C + 0,5 mg LTA/ml 0,2 mM manan-
BAM v PBS

e Skupina F — 6x intratumoralni aplikace 50 ul PBS (kontrolni skupina)

Kationicky antimikrobidlni peptid LL-8 byl pouzit u dvou skupin (samostatné i ve smési) pro

porovnani protinadorového efektu oproti fagocytézu stimulujicimu ligandu (manan-BAM).

5.12Pokus €. 2: Terapie pankreatického adenokarcinomu
zaloZena na synergii TLR agonista se stimulaci fagocytozy.
Analyza doby preziti a vyskytu metastaz.

Experiment byl provadén na 24 samicich C57BL/6N, kterym bylo subkutinné
transplantovano 500 000 bun¢k Panc02, 12. den po transplantaci byly rozdéleny do 4 skupin
(A, B, C, D) po 6 mysich chovanych jednotlivé. Ve stejny den (den 0) se poprvé zmétily
nadory a zahdjila se terapie ve dnech 0, 1, 2, 8, 9, 10, 16, 17, 18, 24, 25, 26 a obden se m¢tila
velikost nadord. V ptipadé, Ze se v tentyz den méfila velikost nddort a zaroven se aplikovala

terapeutika, byla nejdiive zméfena velikost nadora.
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Schéma déavkovani:
e Skupina A — 12x intratumoralni aplikace 50 pl smési o slozeni 0,5 mg R-
848.HCI + 0,5mg POLY I:C + 0,5 mg LTA/ml 0,2 mM manan-BAM v PBS

e Skupina B — 12x intratumoralni aplikace 50 pl smési o slozeni 0,5 mg R-
848.HCI + 0,5mg POLY I:C + 0,5 mg LTA/ml PBS

e Skupina C — 12x intratumoralni aplikace 50 ul 0,2 mM manan-BAM v PBS
e Skupina D — 12x intratumoralni aplikace 50 pl PBS (kontrolni skupina)

Béhem terapie i1 po jejim ukonceni se zaznamenavala doba pieZiti mysi a po thynu se vzdy
provedla pitva se zaméfenim na hledani metastdz. Metastazy byly zjiStény na jatrech a
v zaludku a zkoumany nejdiive pouhym okem a nasledné i pod binolupou. Pokud byly
organy napadené, byla na nich vytvofena kulovitd Zlutava loZiska. Pozornost se rovnéz

zaméfila na detekci Cernani tkani, ke které dochazelo.

5.13Pokus €. 3: Cytotoxicky ucinek makrofagi (PMJ2R) na
bunky pankreatického adenokarcinomu (Panc02). Studium
riuznych zpisobi aktivace makrofagi.

Experiment byl provadén in vitro pouzitim makrofag PMIJ2R a pankreatickych bun¢k
Panc02 v poméru 5:1.

Médium RPMI 1640 se piipravilo S nedeaktivovanym sérem (= MED). V kapitole
Metody bylo popsano sklizeni nadorovych bunék i makrofagi. Makrofagy i buniky Panc02
byly centrifugovany pfi 5 min, 160 G, 4°C. Supernatant byl nasledné slit a pelet
rozsuspendovan v cca 20 ml MED. Centrifugace a rozsuspendovani peletu byly provedeny
celkem dvakrat. Nasledné se buiky spocitaly v Biirkerové komirce a upravila se jejich
koncentrace, u makrofagti koncentrace ¢inila 15 mil bunék/2,7 ml média a u nadorovych
bun¢k 4 mil bun¢k/7,2 ml média.

PMIJ2R byly rozdéleny nasledujicim zptisobem — neaktivované (900 ul PMJ2R + 100
ul PBS), aktivované pomoci LPS (900 ul PMJ2R + 100 pl LPS o koncentraci 10 pug/ml PBS)
a aktivované pomoci smési R-848, POLY I:C, LTA (900 pul PMJ2R + 100 pl smési 0,5 mg
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R-848 + 0,5 mg POLY I:C + 0,5 mg LTA/ml PBS). Poté se inkubovaly v termostatu po dobu
2h pti 37°C, v 5% CO, atmosféte.

Buiikky Panc02 byly pfeneseny na destiCku po 180 ul na jamku. Burnky byly
rozdistribuovany do 8 skupin po 4 jamkach, dohromady tedy bylo 32 jamek. Jamky byly
rozdéleny na jamky bez ligandu (pfidani 20 pl PBS) a jamky s ligandem (ptidani 20 pl 0,2
mM manan-BAM). Nasledovala inkubace 30 min pii 37°C, v 5% CO, atmosféte.

Vymyti nenavazaného ligandu se provedlo centrifugaci pii 2 min, 160 G, 4°C, poté
se k bunkam piidalo 200 ul média a opét se za stejnych podminek centrifugovaly. Po
centrifugaci se k Panc02 pridaly PMJ2R. Pouze ke 2 skupinam nebyly makrofagy ptidany,
zde se ptidalo pouze 200 pl média. Ke zbylym 6 skupindm byly PMJ2R pfidany v poméru
100 pl média a 100 pul PMJ2R. Buiiky byly vzapéti ulozeny do termostatu na 4 h pii 37°C, v
5% CO, atmosféte. Vysledné rozdéleni bunék (uvedené v Tab. 1) do skupin vypadalo

nasledujicim zplisobem.

Tab. I: Schéma jamek

Panc02 Panc02 + manan-BAM
Panc02 + PMJ2R Panc02 + manan-BAM + PMJ2R
Panc02 + PMJ2R + LPS Panc02 + manan-BAM + PMJ2R + LPS

Panc02 + PMJ2R + smés R-848, POLY I:C, | Panc02 + manan-BAM + PMJ2R + smés R-
LTA 848, POLY I:.C, LTA

Po inkubaci se z desticky vyklepnutim odstranilo médium, ¢im doslo k odstranéni
média spole¢n¢ s PMJ2R a mrtvymi Panc02. K zivym Panc02 bylo ptidano 50 pl trypsinu.
Pro zastaveni trypsinizace se pfidalo 150 ul média. Do eppendorf zkumavky byla
napipetovana Vpoméru 1:1 suspenze a trypanovd modi, obarvené buiky se nasledné

spocitaly v Biirkerové komiirce.
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6 Experimentalni vysledky

6.1 Pokus €. 1: Srovnani nadorové imunoterapie zaloZena na
synergii TLR agonisti se stimulaci fagocytozy s terapii
kombinujici TLR agonisty s kationickym antimikrobialnim
peptidem

Vysledky jsou uvedeny na Obr. 6. Je patrné, Ze nejvyraznéjsi redukci nadorového ristu
zpusobuje terapie smési o slozeni R-848, POLY I:C, LTA + manan-BAM. U¢inna byla
rovnéz terapie pomoci smési R-848, POLY I:C, LTA + LL-8. Oproti tomu terapie pomoci
jednotlivych slozek vykazuje slabsi u¢innost. Uginek LL-8 byl statisticky nevyznamné vyssi,

nez ucinek mannan-BAM
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Obr. 6: Vliv terapie na rast nadoru (skupina A — smés o slozeni R-848, POLY I:C, LTA +
LL-8, skupina B - LL-8, skupina C — manan-BAM, skupina D — smés o sloZeni R-848,
POLY I:C, LTA, skupina E — smés o slozeni R-848, POLY I:C, LTA + manan-BAM, skupina
F — kontrolni — PBS)

37



Statistickd vyznamnost byla zjiSténa pouze oproti kontrolni skupiné (F), a to u skupin A, B,

D, E.

*=p<0,05 **=p<0,01, *** =p < 0,005 vztazeno ke skupiné F

Po ukonceni 1écby byla sledovana doba preziti. Ze skupiny A jedna my$ piezila 100 dni,

vvvvvv

vylé¢ily. Obr. 7 znazorfuje vliv terapie na délku pteziti. Bylo dosazeno statisticky

vyznamného pieziti u skupiny E oproti vS§em zbyvajicim skupinam.
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Obr.7: Vliv terapie na délku preziti (skupina A — smés o slozeni R-848, POLY I:C, LTA +

LL-8, skupina B - LL-8, skupina C — manan-BAM, skupina D — smés o slozeni R-848,
POLY I:C, LTA, skupina E — smés o slozeni R-848, POLY 1:C, LTA, manan-BAM, skupina

F — kontrolni — PBS)

** =p <0,01 vztazeno ke skupindm B, C, F

* p < 0,05 vztazeno ke skupinam A, D
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6.2 Pokus €. 2: Terapie pankreatického adenokarcinomu
zaloZena na synergii TLR agonista se stimulaci fagocytozy.
Analyza doby preziti a vyskytu metastaz.

Vysledky vyskytu metastaz jsou znazornény na Obr. 8. Z grafu lze vycist, ze aplikace smési
o slozeni R-848, POLY I:C, LTA + manan-BAM pisobi proti vzniku metastaz
nejefektivnéji. Aplikaci téchto imunomodulaénich latek samostatné se vyskyt metastaz
podstatné zvysil. Je tedy patrné, ze smés o slozeni R-848, POLY I:C, LTA + manan-BAM
vykazuje vétsi efektivitu spolecné, nez kdyz jsou imunomodulacni latky pouzity samostatné.

Bez zadné 1€¢by je téméf absolutni prevalence metastaz.
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Obr. 8: Vliv terapie na vyskyt metastaz (skupina A — smés o slozeni R-848, POLY I:C, LTA
+ manan-BAM, skupina B - smés o slozeni R-848, POLY I:C, LTA, skupina C — manan-
BAM, skupina D — kontrolni — PBS)
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Po ukonceni 1écby byla sledovana doba pteziti mysi. Jak je patrné z grafu Obr. 9, statisticky

vyznamného pieZiti oproti kontrolni skupiné nebylo dosaZeno.
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Obr. 9: Vliv terapie na délku pteziti mysi (skupina A — smeés o slozeni R-848, POLY I:C,
LTA + manan-BAM, skupina B - smés o slozeni R-848, POLY I:C, LTA, skupina C — manan-
BAM, skupina D — kontrolni — PBS)

Metastazy, kulovita nazloutld loziska, se nejCastéji vytvarely na jatrech, ale byly objeveny i
v zaludku. U témét poloviny mysi navic dochéazelo k ¢ernani tkané na jatrech a v zaludku,
neziidka byla postizena i stfeva. Timto jevem byla nejméné postihnuta skupina A. Vzhledem
k tomu, ze mysi byly pitvany nejdéle den po thynu, a Ze ostatni organy byly Cisté, je
pravdépodobné, Zze se rovnéz jednalo o agresivni vliv pankreatického adenokarcinomu.

Blizsi povahu metastaz a zCernalé tkané nezname, nebot’ nebyla provedena histologie.
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6.3 Pokus €. 3: Cytotoxicky ucinek makrofagi (PMJ2R) na
bunky pankreatického adenokarcinomu (Panc02). Studium
ruznych zpisobi aktivace makrofagi.

Vysledky jsou uvedeny na Obr. 10. Z grafu je ziejmé, Ze nejvétsiho cytotoxického efektu je
dosaZeno za pouziti ligandu manan-BAM a PMJR2R aktivovanych LPS, téméf stejny G€inek
vykazuje i manan-BAM s PMJ2R aktivovanymi smé&si o slozeni R-848, POLY I.C, LTA.
Utinek PMIJ2R aktivovanych LPS nebo smési o sloZzeni R-848, POLY I:.C, LTA, ¢i
neaktivované PMJ2R s ligandem, je téméf o polovinu nizsi a pouze neaktivované PMJ2R ¢i

samotny manan-BAM maji cytotoxicky efekt nejslabsi.
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Obr. 10: Cytotoxicky efekt PMJ2R na Panc02 (T = targety [Panc02], T+E (neakt.) =
Panc02 a neaktivované efektorové bunky [PMJ2R], T+E (LPS) = Panc02 a PMJ2R
aktivované LPS, T+E (TLR) = Panc02 a PMJ2R aktivované smési o sloZeni R-848, POLY
I:C, LTA, T+L = Panc02 s navdzanym ligandem [manan-BAM], T+L+E (neakt.) = Panc02
S navazanym manan-BAM a neaktivovanymi PMJ2R, T+L+E (LPS) = Panc02 s navdzanym
manan-BAM a PMJ2R aktivovanyma LPS, T+L+E (TLR) = Panc02 s navazanym manan-
BAM a PMJ2R aktivované smési o slozeni R-848, POLY I:C, LTA)
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*=p<0,05 **=p<0,0001, ***=p<0,000001

* vztazeno ke skupin€ T, ¢ vztazeno ke skupiné T+E (neakt.), o vztazeno ke skupiné T+L
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7 Diskuze

Nadorova imunoterapie je stdle vice na vzestupu, jelikoz moznost vyuziti obrannych
schopnosti lidského organismu v boji proti rakoviné je piirozenéjsi a Setrnéjsi, nez jsou
dosud nejhojnéji uzivané metody chemoterapie a radioterapie. Jak jiz bylo uvedeno, tym
RNDr. Jana Zenky, CSc., soustiedi svoje Gsili na stimulaci nespecifické imunity v nddorové
terapii.

Pii terapii dochazi k nejvyraznéjsi nespecifické imunitni odpovédi synergii TLR
agonisti a ligandu (manan) kotveného na nadorové bunky, ktera stimuluje aktivitu
fagocytarnich bunék. Vyznamnym TLR agonistou je LPS. LPS putsobi ptes Toll-like
receptor 4, a ziskana synergie s ligandem puasobi docCasné nebo trvalé zmizeni nadort
(Janotova a kol., 2014). Zatimco vSak mySi organismus sndsi LPS dobfe, u lidského
organismu vyvolava septicky $ok (Yamamoto a kol., 2011). Tym RNDr. Jana Zenky, CSc.
se postupné snazil nahradit LPS za monofosforyl lipid A (MPLA) (Svecova, 2013,
Glaserova 2015), B-glukan (Husnikova, 2014) a imiquimod (Jatkovd, 2015). Zadna ze
zkusebnich latek vSak nevytvarela vyznamny efekt. Jako alternativu pro efektni pisobeni
TLR agonisty s fagocytézu stimulujicim ligandem vazanym na nadorové bunky, ktery by byl
pro lidsky organismus bezpe¢ny, se nedavno ukazala byt kombinace resiquimodu (R-848) a
kotveného mananu (Caisova a kol., 2016). Tato prace rovnéz ukéazala na vhodnost pouziti
komplexngjsi smési TLR agonistu.

V prvnim pokusu jsme pomeétovali terapeuticky efekt smési tii TLR agonistl
(konkrétné R-848, POLY I:.C, LTA) a mananu s efektem smési stejnych TLR agonistti a
kationického antimikrobialniho peptidu LL-8. Pro srovnani jsme pii 1écbé pouzili uvedené
latky 1 samostatné, jak je vySe uvedeno.

Kationické antimikrobialni peptidy (CAPs) jsou dulezité z hlediska regulace
nespecifické imunity. Pro CAPs je charakteristicky kladny ndboj a amfipatické vlastnosti
(obsahuji hydrofilni 1 hydrofobni ¢ast). Bakterie 1 nddorové buniky maji zdporny naboj, coz
umoziiuje kladné nabitym molekuldm CAPs se na n¢ vazat a pomoci hydrofobni ¢asti narusit
jejich membranu, coz vede k bunécné smrti. Ackoli mnoho CAPs vykazuje efektivni
protinadorovou aktivitu, objevuji se rovnéz komplikace, jako je vysoka citlivost téchto
molekul k soli ve fyziologickém prostiedi, nachylnost k proteolytickému S$tépeni, které
omezuje jejich zivotnost, nékteré CAPs molekuly jsou rovnéz toxické pro normélni bunky.

(Hung-Lun a kol., 2015).
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Nase lécba pomoci smési TLR agonisti a LL-8 vykazovala dobré vysledky, ale
podstatné efektivnéjsi byla terapie za pouziti smé&si TLR agonisti a mananu. Aktivaci TLRs
signalnich drah je spusténa produkce cytokinli, vyvoldvajici zdnétlivou infiltraci bunkami
s pfevazné fagocytarni aktivitou. Zatimco vSak molekula CAP bunky pouze usmrti,
navazanim ligandu na nadorové builky je znacné stimulovdna fagocytarni aktivita
Z vysledkt je patrné, Ze protinadorova aktivita je mnohem efektivnéjsi, jsou-li nddorové
bunky tzv. ,,ochucené* navazanym ligandem. Pfi pouziti LL-8 a mananu samostatné byla
protinadorova aktivita vyrazné€ niZs$i nez ve smési s TLR agonisty, ackoli terapie samotnym
LL-8 byla ucinngj$i nez pouziti samotného mananu. Vyznam opsonizace (ochuceni) pro
ucinnost naddorové terapie si vysvétlujeme nejen podporou fagocytarniho ataku na urovni
vrozené imunity, ale i1 tim, Ze fagocyty mohou nasledn¢€ pohlcené antigeny prezentovat 1épe
T lymfocytim, a tim zapojit i ziskanou imunitu. Pozorované jevy, jako je ziskani odolnosti
vici retransplantacim, tuto domnénku potvrzuji (Caisova a kol., 2016).

Druhy experiment se zaméfil na terapii pankreatick¢ého adenokarcinomu Panc02,
ktery byl tymem RNDr. Jana Zenky, CSc. pouzit viibec poprvé. Zatimco kolegyné Masakova
se ve své praci zaméfila na vliv terapie na redukci nadorového ristu (Masakova, 2016), ja
jsem zkoumala vyskyt metastaz a dobu pieziti. Zatimco pfi terapii melanomu se tym RNDr.
Jana Zenky, CSc. muze pochlubit 83% usp&snosti vyléeni, 1é¢ba Panc02 podobnou
uspésnost nesdili, vSechny mysi uhynuly do 84. dne. Na druhou stranu kolegyné¢ Masdkova
ovSem zjistila vyznamnou redukci nadorové hmoty, které bylo dosazeno terapii v kombinaci
R-848, POLY I:C, LTA a manan-BAM (Masakova, 2016). Pozitivnim bylo moje zjisténi, ze
tato terapie vede rovnéz i k niz§imu vyskytu metastaz a prodlouzeni pfeziti, byt statisticky
nevyznamnému (p = 0,063).

Drobné kulovité Zlutobilé utvary, které jsme vyhodnotili jako metastdzy, byly
nachazeny na jatrech, obcas se vyskytly dokonce i v zaludku. Metastazy jsme vyhodnocovali
pouze okem a binolupou, histologie nebyla provedena. Zaludek &asto postihovalo Eernanti,
pfi pitvé jsme zjistili, Ze jednak byl zaludek naplnén z€ernalou traveninou, a je tedy mozné,
ze tlak nddoru zpomaloval sprdvnou mechanickou funkci Zaludku a stfev, rovnéz vSak 1 tkan
zaludku byla ¢ernd. Mohlo to byt vyvoldno nahromadénim potravy v zaludku a jeji tézké
zpracovatelnosti, stejné tak jako se muze jednat o vliv pankreatického adenokarcinomu. To
je velmi pravdépodobné, protoze i jatra méla neziidka postizena laloky ¢ernou tkani.

Pankreaticky adenokarcinom je vysoce agresivni forma nadorového bujeni s astou
pozdni diagnézou a rezistenci k 1é€bé. Mikroprostfedi nadoru se sklada z husté fibrotické

tkané. Nachazeji se zde infiltrujici imunosupresivni bufiky, jako jsou regula¢ni T-bunky
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(Tregs), od myeloidu odvozené supresivni buitky (MDSCs), tumorem asociované makrofagy
(TAM), které vysilaji signaly branici imunologické aktivité cytotoxickych T lymfocytid a NK
bunék. Pankreaticky adenokarcinom se vyhne imunitnimu dohledu imunosupresivni sekreci
IL-10, vaskularnim endotelialnim rustovym faktorem, snizenim exprese MHC 1. Soucasné se
imunoterapie zaméfuje na inhibici imunitnich kontrolnich bodi, jako je CTLA-4,
programovana bunéc¢na smrt (PD-1) a programovana bunééna smrt ligandem (PD-L1). Spolu
s molekulami odvozenymi a specifickymi pro nadorové buiiky vytvari tyto kontrolni body
heterogenni protein exprimovany nadorem schopny potlatovat a vyhybat se imunitni
odpovédi (Johansson a kol, 2016).

CTLA-4 je molekula exprimovana na aktivovanych Th a Tc lymfocytech a na
regulacnich T lymfocytech (Tregs), kterd se stard o regulaci a rozvoj adaptivni imunity.
Prosttednictvim Tregs molekula CTLA-4 potlacuje imunitni odpovéd’ a snizuje expresi
efektorovych T lymfocytli. Tato imunosupresivni funkce je obzvlasté zasadni
vV mikroprostiedi nadoru slinivky. Inhibice CTLA-4 mé dva protichidné ucinky. Jednak
dojde k zvySeni imunitni odpovédi prostiednictvim efektorovych T lymfocytd, vycerpani
regulaénich T lymfocytl a redukci nadoru, zaroven vsak hrozi riziko rozvoje autoimunitniho
onemocnéni. PD-1 je molekula exprimovana na aktivovanych T burnikach, B bunkach, NK
bunikdch a monocytech. Stejné jako CTLA-4 se podili na regulaci a vyvoji adaptivni imunity.
V mikroprostiedi nadoru je molekula PD-1 exprimovana na tumor infiltrujicich lymfocytech
(TIL), jako jsou CD4+ T bunky, coz umozni nadoru vypéstovat si odolnost vici imunité
navozenim T bunééné apoptdzy. Inhibici PD-1 dochazi k ndrGstu imunitni odpovédi a
zvySeni protinddorové aktivity. PD-L1 je molekula exprimovand na nadorech a na nador
infiltrujicich dendritickych bunikach a makrofazich. Jedné se o ko-inhibi¢ni ligand vazajici se
na PD-1 a CTLA-4 na T lymfocytech. Po navazdni vyvoldvd inhibici a apoptozu
efektorovych T lymfocytl. Exprese PD-L1 na pankreatickém adenokarcinomu souvisi se
zrychlenou karcinogenezi novotvaru a rezistenci vaci lékim, coz dohromady déld nador
slinivky vysoce maligni. Inhibice PD-L1 vede ke zvySené aktivaci T bunék, sekreci IFNy,
cytokinti a proteaz (Johansson a kol, 2016).

Vysoka odolnost pankreatického adenokarcinomu vic¢i imunoterapii vyvolala nutnost
zesilit ucinek naSi imunoterapie kombinaci s inhibici imunitnich kontrolnich bodd. Tato
kombinace se ukézala jako u¢inna (Zenka, stni sdélent).

Imunoterapie se tak specificky vice zamétfuje na imunitni systém nez na samotné
nadorové buiky. Cilem je dosahnuti interakce s molekulami, které hraji roli v aktivaci bunék

imunitniho systému, aby se odvratila rakovinou indukovana imunotolerance a zahajila se
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protinddorova imunitni reakce. Dva typy lékl, které cili na imunitni systém, jsou tzv.
,pattern recognition receptor agonists (PRRagos)* a ,,immunostimulatory mAbs (ISmAbs)*.
Imunitni bunky, které exprimuji cile téchto novych 1€ka, se nachazeji v mikroprostiedi
nadoru. Na rozdil od podavani konvencnich 1ékii mohou byt tyto nové léky aplikovany
pfimo do nadoru, a to dokonce jen na jedno misto, odkud pak generuji protinddorovou
imunitni odpovéd’ (Marabelle a kol., 2014).

Tteti pokus, provadén in vitro, byl zaméfen na cytotoxicky uc¢inek makrofagi PMJ2R
na nadorové buitky Panc02. Cilem pokusu bylo zjistit, zda jsou buiiky Panc02 odolné;si vici
fagocytoze nez bunky B16-F10, s kterymi pracovala kolegyné Janotova (Janotova a kol.,
2014) v experimentu podobného charakteru.

Nas experiment prokazal, ze nejvétSiho cytotoxického efektu je dosazeno synergii
kotveného mananu na nadorovych bunkach a makrofagi aktivovanych LPS ¢i tii TLR
agonistll (R-848, POLY I:.C, LTA), pricemz vyrazn¢ odlisny ucinek mezi aktivaci LPS a
TLR nebyl zjistén. Jednalo se o pozitivni zjisténi, nebot’ jak je uvedeno vyse, zatimco mysi
snasi podavani LPS dobfe, u lidi vyvolava septicky Sok. TLR agonisté tedy mohou byt
dobrou nahradou. Jakmile na nddorovych bunkéch nebyl vazdn manan-BAM nebo se pouzily
neaktivované makrofagy, cytotoxicky ucinek PMJ2R prudce klesl, a to az o polovinu.
Vysledky jednotlivych skupin jsou srovnatelné s vysledky uvedenymi v praci Janotové
(Janotova a kol., 2014), lze tedy zamitnout hypotézu, Ze nadorové bunky Panc02 jsou
odoln¢jsi vici fagocytoze.

V terapii mohou byt makrofagy vyuzity, aby se obesSly problémy s naddorovou
ruznorodosti a vznikem rezistence. Vhodné aktivované makrofagy mohou detekovat a znicit
nadorové builky a zdravé bunky nechat nedotcené. Ackoli pfesny mechanismus, jak
makrofagy rozliSuji nddorové buiikky od zdravych, neni znam, je nezavisly na typickych
znacich nadort, jako je imunogenicita, metastaticky potencial a citlivost k cytotoxickym
latkam. Znic¢eni nadoru pomoci makrofagli neni spojeno s rozvojem rezistence nadorovych
buné¢k. Makrofagy jsou nachdzeny ve spojeni s malignimi nadory V pfesné vymezenych
vzorech naznacujicich, ze nejvic pfimy zplsob, jak dosdhnout makrofagy zprosttedkovanou
regresi nadoru, je aktivace makrofagl in situ (Whitworth a kol., 1990).

Nas terapeuticky piistup obchazi problémy s tim, ze schopnost makrofagl rozpoznat
nadorové bunky Casto kolisd u riznych jedinct tim, ze na nadorové buiiky uméle instalujeme

ligandy rozpozndvané vrozenou imunitou a vedouci k fagocytarnimu ataku.
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8 Zavér

e Kotveny manan v kombinaci stfemi TLR agonisty (R-848, POLY I:C, LTA)
prokazal dobrou uCinnost v imunoterapii melanomu i  pankreatického

adenokarcinomu. V lidské terapii mohou TLR agonisté nahradit LPS.
e Protinadorova imunitni aktivita je efektivnéjsi, jsou-li nadorové bunky opsonizované
ligandem (manan). Samotné usmrceni nadorovych bunék (pomoci molekul CAPs)

neni dostate¢né.

e Terapie Panc02 pomoci smési R-848, POLY I:C, LTA a manan-BAM vedla

K niz§imu vyskytu metastaz a prodlouZeni pieziti.
e Metastazy pankreatického adenokarcinomu vznikaji v jatrech a Zaludku.
Pankreaticky adenokarcinom ma také pravdépodobné vliv na cCerndni tkané

uvedenych organt.

e Bunky Panc02 nejsou vici fagocytdze odolnéjsi nez buitkky B16-F10.
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